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基因 沉默 和 过 氧化 氧 处理 对 人 正常 肝脏 细胞 中 硒 蛋 白 基 因 表 达 和 抗 氧 化 酶 活性 的 影响 ! 
汤加 勇 赵 t X 刚 opti 陈 小 玲 BR AE 

《四 川 农业 大 学 动物 营养 研究 所 ， 成 都 611130) 
摘 要 : 本 试验 由 在 探讨 硒 和 蛋白 X(Se 蔗 ) 基因 沉默 和 过 氧化 所 (Hz9O2) 处 理 对 人 正常 肝脏 细胞 (LO2) 
中 硒 蛋 白 基 因 表 达 和 抗 氧化 酶 活性 的 影响 ， 为 探索 SelX 与 其 他 硒 蛋 白 之 间 的 调控 关系 及 SelX 的 功 
能 奠定 基础 。 对 本 实验 室 保 存 的 SelX 基因 稳定 沉默 LO2 细胞 株 《〈siSelX) 和 对 照 细胞 株 〈CK)， 利 
H= (MTT) 法 比较 其 生长 速率 ，siSelX 和 CK 用 200 umol/L H202 处理 2.5 h 后 ， 采 用 荧光 定 
量 PCR 技术 考察 25 个 硒 和 蛋白 基因 的 表达 量 ， 同 时 比较 SeX 基因 沉默 以 及 H20; 处 理 对 LO2 细胞 株 
中 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 〈GSH-Px)、 超 氧化 物 卜 化 酶 SOD) 活性 及 总 抗 氧化 能 力 (T-AOC) 的 
响 。 结 果 显 示 : 1) SelX Zk AH 
显著 上 调 了 Gpx6、Txnrd2、Seli 基因 的 表达 量 
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显著 降低 了 LO2 细胞 株 的 生长 速率 (P<0.05); 2) SelX 基因 沉默 


基因 
显著 上 调 了 Gpx6. Txnrd2. Diol 基因 的 表达 量 
Selv 基因 的 表 


著 提 高 了 SOD 的 活性 (P<0.05) 


由 此 可 见 ，SelX 基因 沉默 降低 了 LO2 细 
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fi (Se) 是 哺乳 动物 新 陈 代谢 所 必需 的 基本 微量 元 素 ， 在 动物 的 生长 、 繁 殖 等 方面 起 着 重要 作 


用 。Se 在 动物 体内 主要 以 硒 蛋 白 的 形式 来 发 挥 其 多 种 生理 功能 , 在 人 中 已 分离 得 到 了 25 PE EU! 


很 多 硒 蛋 白 在 动物 体内 是 作为 细胞 重要 的 抗 氧 化 防御 系统 ， 起 着 清除 氧 自由 基 、 保 护 生 物 膜 完 整 等 


功能 2。 在 动物 饲 粮 中 添加 一 定量 的 Se 可 以 增加 体内 硒 蛋白 的 表达 ， 从 而 增强 动物 机 体 的 免疫 及 


抗 氧化 功能 等 69。 到 目前 还 有 很 多 硒 蛋 白 的 功能 和 作用 机 理 不 完全 清楚 ， 其 中 就 包含 硒 蛋 白 X 


(SelX). SelX 也 称 为 硒 蛋 白 R (SelR) FIST RR VARIES BL (MsrB1)， 在 动物 体内 广泛 存在 ， 


KJ] T SE CN NV JS (Ms) 家 族 ， 定 位 于 细胞 核 和 细胞 质 中 。Msr 是 一 种 氧化 还 原 修 复 酶 ， 它 


ML 


可 修复 被 氧化 的 核糖 体 蛋白 使 其 


ux 


次 复 蛋 白质 的 功能 钻 。 活 性 氧 (reactive oxygen species, ROS) 的 大 量 


产生 或 不 完全 清除 可 以 使 生物 机 体 产生 氧化 损伤 , 为 了 抵抗 ROS 的 氧化 损伤 ， 机体 拥 有 一 定 的 防御 


体系 ， 其 中 蛋氨酸 亚 砚 还 原 酶 就 是 一 种 修复 酶 和 间接 的 ROS 清除 剂 。 和 蛋氨酸 是 蛋白 质 中 最 易 被 氧化 


的 氨基 酸 残 基 之 一 ， 它 可 被 过 氧化 所 (H2O;)、 凑 自由 基 、 次 氧 酸 钠 、 过 氧 亚 硝酸 盐 阴 离子 (ONOO-) 


N 等 氧化 ， 生 成 蛋氨酸 亚 砚 (MetO) 四 。 同 其 他 Msr RE, SelX 可 把 生成 的 MetO 还 原 为 蛋氨酸 ， 抵 


御 机 体 受 到 氧化 损伤 ， 可 抑制 ONOO- 诱 导 的 细胞 凋 亡 四 。 有 研究 表明 ，SelX 基因 沉默 会 诱导 人 蝇 状 


体 上 皮 细 胞 (hLE〉ROS 水 平 的 显著 增加 ， 从 而 激活 细胞 的 保护 机 制 外 ， 本 实验 室 研究 发 现 ，SelX 


基因 沉默 可 以 降低 人 正常 肝脏 细胞 Chuman normal hepatocyte, LO2) 的 活性 ， 增 加 细胞 的 凋 亡 中。 


© fi AE A ze Se MREFA (Sec) 的 形式 存在 ， 且 Sec 大 多 位 于 蛋白 质 的 活性 中 心 。Sec 由 密 


码 子 UGA 编码 ， 而 该 密码 子 在 普通 蛋白 质 合成 中 是 终止 密码 子 ，Sec 的 插入 依赖 于 硒 蛋 白 mRNA 


自身 3'- 非 编码 区 (3'-UTR) 稳定 的 茎 - 环 结构 序列 元 件 SECIS (selenocysteine insertion sequence) Pl, 


由 于 SECIS 结构 的 特殊 性 ， 可 针对 硒 蛋 白 的 3-UTR， 利 用 沉默 技术 设计 引物 ， 使 其 基因 沉默 表达 ， 


从 而 探讨 其 功能 。 目 前 已 有 GPX400、7R100、Se1WH2、Sep1503 等 基因 沉默 的 研究 报道 。 


目前 已 知 在 人 和 哺乳 动物 中 有 25 个 硒 蛋 白 基 因 , 很 多 三 蛋白 在 维持 机 体内 氧化 还 原平 衡 中 起 着 
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要 作用 ， 但 硒 蛋 白 之 间 是 否 具 有 功能 互 作 尚 不 清楚 ，SelX 基因 沉默 是 否 会 对 其 他 硒 和 蛋白 基因 表达 


产生 影响 也 未 见报 道 。 前 期 的 研究 表明 ，SelX 基因 在 肝脏 和 肾脏 中 具有 较 高 的 表达 (由 。 本 实验 室 已 


通过 沉默 技术 , 成功 构 建 了 LO2 的 SeX 基因 沉默 细胞 株 CsiSelXO 和 空 载 稳定 转 染 LO2 对 照 细 胞 株 


E 


(CK) 中。 在 此 ， 本 试验 由 在 考察 SeX 基因 沉默 对 LO2 细胞 株 生 长 速率 及 细胞 形态 的 影响 ， 同 时 


比较 SelX 基因 沉默 和 H202 处 理 对 LO2 细胞 株 中 25 (MSE A mRNA 表达 的 影响 ， 及 其 对 细胞 中 谷 


研究 结果 可 望 为 探索 SelX 与 其 他 硒 和 蛋白 之 间 可 能 的 调控 关系 提供 线索 ， 为 探索 SelX 的 生物 学 功能 


呐 定 基础 ， 同 时 为 进一步 探讨 硒 蛋白 如 何在 动物 体内 发 挥 Se 的 营养 功能 提供 一 定 的 线索 。 


1 材料 与 方法 


1.1 主要 仪器 设备 


二 氧化 碳 培 养 箱 (Thermo)、 生 物 安全 柜 (Thermo)、 酶 标 仪 (Molecular Devices). 5804R 台式 


Id 


jui 


高 速 冷冻 离心 机 (Eppendorf), Milli Q Plus #2224 7K fx. (Millipore). Nanodrop 微量 核酸 分 析 仪 


(Thermo), 7900HT 荧光 定量 PCR 4X. C(ABI)、 倒 置 荧光 显微镜 (Nikon TS100). 


1.2 主要 试剂 及 细胞 株 


主要 试剂 : DMEM/FI2 基础 培养 基 (Gibco). AAEM (Gibco). TRIzol regent (Invitrogen) 


均 购 于 Thermo Fisher 公司 ; Prime Script™ 逆转 录 试 剂 盒 、TaqDNA 聚合 酶 、SYBR Green Mix 225 


染料 均 购 于 大 连 宝 生物 工程 有 限 公司 ; 引物 由 上 海 生 工 生物 公司 合成 '， GSH-Px 活性 测定 试剂 盒 、 


SOD 活性 测定 试剂 使 和 TAOC 测定 试剂 盒 均 购 于 南京 建成 生物 工程 研究 所 。 


Me 


胞 株 : siSelX 和 CK 均 为 本 实验 室 构 建 并 保存 。 


1.3 siSelX 和 CK 的 培养 


将 siSelX 和 CK 分 别 接种 于 含 10% 胎 牛 血清 、1% 青 霉 素 - 链 霉 素 和 600 pg/mL HBA B 的 


DMEM/FI2 培养 液 中 ， 置 于 37 C., 5% CO: 的 培养 箱 中 培养 ， 每 2 d 更 换 培 养 液 1 次 ， 细 胞 生长 密 


度 达 到 90% 时 用 0.25% 的 胰 和 蛋白 酶 消化 传代 。 


1.4 siSelX 和 CK 的 生长 速度 比较 


血球 计数 板 法 将 siSelX 和 CK 浓度 调整 在 1x104 个 /mL 左右， 然后 按 200 pL/ 孔 接种 于 96 FL 


ChinaXiv& (ERAT 


培养 板 中 , 每 排 边 上 2 孔 为 不 加 细胞 只 加 培养 液 的 空白 对 照 孔 ,剩余 10 FLA siSelX 和 CK 细胞 株 各 


51L (1-50, Km 排 与 此 相同 。 加 样 后 ， 置 于 37 C. 5% CO 的 培养 箱 中 培养 ， 每 2 d 更 换 1 次 


培养 液 。 每 间隔 24 h， 对 一 排 的 细胞 进行 处 理 ， 即 弃 培 养 液 ， 加 入 新 鲜 基 础 培养 基 180 hnL/ 孔 ， 然 后 


IAEE (MTT) 溶液 (5 mg/mL) 20 pL/ 孔 ，37 它 培养 箱 中 继续 孵育 4 h。4B 后 小 心 去 掉 孔 内 


培养 液 ， 加 入 150 LFL FÆI (DMSO)， 反 复 吹 打 ， 使 结晶 物 充 分 溶解 。 将 孔 内 液体 吸 至 


男 一 新 的 96 孔 板 中 ， 测 定 其 在 570 nm 波长 处 的 吸收 值 ， 用 空白 孔 调 零 ， 以 时 间 为 横 轴 ， 吸 光度 值 


ARF h 


u 


细胞 生长 曲线 。 


1.5 siSelX 和 CK 在 H20» 处 理 前 后 的 形态 观察 


将 siSelX 和 CK 分 别 接种 1 个 6 孔 培 养 板 ， 将 培养 板 置 于 37 'C. 596 CO; 的 培养 箱 中 培养 ， 


2 d 更 换 1 次 培养 液 。 当 细胞 长 到 70% 培 养 板 时 ， 在 显微镜 下 观察 它们 的 形态 特征 ， 然 后 分 别 加 入 


200 pmol/L H20; 处 理 2.5 h 后 ， 再 观察 细胞 的 形态 特征 。 


N 1.6， 硒 和 蛋白 基因 表达 定量 分 析 


用 血球 计数 板 法 将 siSelX 和 CK 浓度 调整 在 2x104 个 /mL， 按 照 0.5 mL/ 孔 接种 24 孔 培养 板 ， 


每 个 细胞 系 各 接种 2 板 。 将 培养 板 置 于 37 "C. 5% COS 的 培养 箱 中 培养 ， 每 2 d 更 换 1 次 培养 液 。 


LIK 
Me 


胞 长 到 90% 培 养 板 时 , siSelX 和 CK 分 别 加 入 H20; 终 浓度 为 0 BK 200 mol/L 的 完全 培养 基 处 理 


C 2.5 h, AWS AAP: 先 用 预 冷 的 磷酸 缓冲 盐 溶 液 PBS) 清洗 1 次 后 , 每 孔 加 入 200 uL 的 TRIzol 


regent， 将 4 个 孔 样 品 合并 为 1 个 样 (n=6)。 用 TRIzol 法 提取 总 RNAU9， 通 过 琼脂 糖 电 泳 和 核酸 测 


定 仪 检测 其 质量 ， 合 格 后 将 RNA 浓度 调整 到 200 ng/nL， 按 照 逆 转录 试剂 盒 说 明 书 操作 将 其 反 转 录 


成 cDNA, 用 于 基 


加 


分 析 。 


al T 


定量 


25 个 硒 蛋 白 基因 和 2 个 看 家 基因 [B- 肌 动 蛋白 (p-actin)、 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 (C4PD 感 ) ] 序 列 均 


M NCBI GenBank 数据 库 下 载 ， 采 用 ABI Primer Express 3.0 软件 设计 定量 引物 ， 送 上 海 生 工 生物 公 


司 合成 ， 引 物 序列 详 见 表 1. KIE PCR 反应 体系 为 10 pL, 47: 5.0 uL 2xSYBR Green Mix, 


limi 
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光 定 量 PCR 


a 


E 2 次 。 


cDNA 0.5 hL， 上 、 下 游 引 物 混合 液 1.5 uL (2 umol/L), H20 3:0 uL, 每 个 样 


(RT-PCR) IVA 


s, 60 C 60s, 95 C 15 s)。 定 量 数据 采 月 


E 比 基 Ct 值 的 差 值 (ACt=Craget_Creterence 


F 为 95 变性 30s, 40 个 循环 (95 C 5s, 60 C 348), TAME 


昌 线 (95 C 15 


H AACt 法 计算 分 析 ， 


1L 体 方法 为 : ACt 值 是 目标 基因 和 


一 < 


以 空 载 CK 中 目标 基因 表达 量 为 标准 ， 假 定 其 表达 量 


Al, K ACt 值 定 为 ACR， 其 他 样品 中 目标 基因 的 ACt 值 减 去 ACtefeenee 值 的 差 值 即 为 AACt 


i 


CACteet-ACtrwiewenee)， 根 据 基因 PCR 扩 增 是 AE, DU PARERA 2^0 


> 


AO MEAK PCR 引物 序列 
Table 1 Primer sequences used for PCR of selenoprotein genes 
基因 登录 号 上 游 引物 下 游 引 物 
Genes Accession number Forward primers (5'—3') Reverse primers (5'—3') 
B-actin — X00351.1 AGCGCGGCTACAGCTICA TCCTTAATGTCACGCACGATTTC 
GAPDH NM. 002046.5 GGCATCCTGGGCTACACTGA GGAGTGGGTGTCGCTGTTG 
Gpxl BC007865 GGTCCTGTTGATCCCAGTCTCT GCTGACACCCGGCACTTTAT 
Gpx2 NM. 002083.2 GGGCCGTGCTGATTGAGA GAAGTCCCGGGTGGTTGTG 
Gpx3 NM, 002084.3 CAGACCCCTTTCCTATCACTCAA GCCTGGCAGTACACAGAACTGT 
Gpx4 NM. 001039848. | TGTGCATCGTCACCAACGT AGGTCGACGAGCTGAGTGTAGTT 
Gpx6 NM. 182701.1 GAGCCCATGAAGGTCCATGATA GGGCCCCACCAGAAATTT 
Txnrdl — NM. 003330.2 AGCCCTGCAAGACTCTCGAA TTCTGTCCCAATCATGCTTAACTG 
Txnrd2 NM. 006440.3 CTGGTGCAGCGGCTCTTC TCGTGGGAACATTGTCGTAGTC 
Txnrd3 NM. 001173513.1 © CGGGTGATAGGATTTCATATTCTTG CAGCTGCAAATCCTTGGGTAA 
Diol NM. 000792.5 CAGCCACGACAACTGGATACC GGACCTTCAAGACGAACCAGAA 
Dio2 NM. 001362.3 AGGATGCCCCCAATTCCA CCACTGTTGTCACCTCCTTCTG 
Dio3 NM_000793.5 AGCCAGCACATCCTCGACTAC GCTGCCGAAATTGAGAACCA 
Sepl5 NM. 004261.3 TGTTGTTGGCGACTGTGCTT TGCATGCCTCCGATGAAAA 
Selh AF536829.1 GTCGTAGGGAGATTTGGGTAGAAG TTTGGCCATGTTCCATCATTAA 
Seli BK001426.1 GGCATACTTTGATCCTGACTTTTATG | GGATGCCCACTACAATCCAAAC 
Selk NM. 021237.3 CGTCTCTTTCAGCAGCCAATG GGCCGCGATTAGACAAAATG 
Selm NM. 0804302 AAAGGAGGTGAAGGCTTTCGT CCCAGGGAGGTGTTTCATCA 
Sein NM, 206926.1 TTCCCCGTGGAGATGATGAT GTAGTTGGCATTGATGTGATGGA 
Selo NM, 031454.1 TCCCCGGCAGCTATCCAT GCCCATAAGCGCGAACAG 
Sels NM. 203472.1 AAGAAGCCCCAGGAGGAAGA TCCCCGCAAAGGCTTIC 
Selt NM. 016275.3 TTGAGGAGTACATGCGGGTTATT ATATATTGGTTGAGGGAGGTAATTCTCT 
SelX AF166124.1 TCTCCAGCCGCTCGAAGTAT GCTGTCGGCGTGAATGGT 
Selv NM-182704.1 GTGACCTACTGTGGCCTCTGAAG TGCTGCTCCAGGCTCTTTTT 
Seppl NM. 005410.2 CCATCGCCTCATTACCATCAT GTTGCTGATTCTCTGAAAGCTCACT 
N. 
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M_003009.2 


CGGCCGCCTGGACAT 


AATCAACTTCCCGGCTACCA 
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Sephs2 U43286.1 TCGTTGGCATTGTGGAAAAG TCGCGGCTTGTCAATGATC 


1.7 ”细胞 抗 氧化 酶 活性 指标 分 析 


用 血球 计数 板 法 将 siSelX 和 CK 浓度 调整 在 2x104 个 /mL， 按照 2 mL/ 孔 接种 6 了 和 孔 培养 板 , 每 个 


Me 


胞 株 各 接种 S 板 。 将 培养 板 置 于 37 °C. 5% CO: 的 培养 箱 中 培养 ， 每 2 d 更 换 1 次 培养 液 。 当 细 


胞 长 到 90% 培 养 板 时 ,siSelX 和 CK 分 别 加 入 HzO? 终 浓度 为 0 或 200 pmol/L 的 完全 培养 基 处 理 2.5 h, 


然后 收集 细胞 : 用 预 冷 的 PBS 清洗 2 次 ， 然 后 每 孔 加 入 150 uL 的 PBS， 采 用 细胞 刮刀 收集 细胞 ， 


将 4 个 孔 样品 混合 为 1 个 样 〈z=6)。 细 胞 收集 后 ， 用 超声 波 破碎 仪 破碎 细胞 释放 蛋白 质 ， 离 心 后 取 


上 清 测 定 抗 氧化 剂 酶 活性 ， 按 照 试剂 盒 的 操作 说 明 分 别 测定 样品 GSH-Px, SOD 活性 及 TAOC。 


ja 1.8 数据 处 理 及 分 析 


- 


数据 采用 SPSS Statistics 13.0 统计 软件 进行 统计 分 析 ， 所 有 数据 均 以 平均 值 + 标准 误 表 示 。 生 长 


e 速率 采用 独立 样本 + 检验 分 析 ， 硒 蛋白 基因 表达 量 及 酶 活性 指标 分 析 采 用 单 因素 方差 分 析 Cone-way 


一 ANOVA) 比较 各 组 之 间 的 差异 显著 性 ， 并 结合 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ，P<0.05 为 差异 显著 水 平 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 siSelX 和 CK 生长 速率 分 析 


活 细胞 线粒体 中 的 琥珀 脱氧 酶 能 使 外 源 的 MTT 还 原 为 难 溶性 的 蓝 紫 色 结 晶 物 并 沉积 在 细胞 中 ， 


而 死 细 胞 无 此 功能 。 DMSO 能 溶解 细胞 中 的 紫色 结晶 物 ， 其 在 570 nm 波长 处 有 特异 的 光 吸收 峰 ， 该 


吸光 度 值 可 间接 反映 细胞 数量 。siSelX 和 CK 生长 速率 采用 MTT 法 共 连 续 测 定 8 d, 结果 见 图 1。 从 


图 1 中 可 以 看 出 ,SelX 基因 沉默 后 ,LO2 细胞 株 在 570 nm 处 的 吸光 度 值 从 第 3 天 开始 出 现 差异 ,siSelX 


组 生长 速度 在 第 3 至 7 天 均 显 著 低 于 对 照 组 , 随 着 培养 时 间 增 加 , 在 第 8 天 时 2 组 在 570 nm 的 吸光 


度 值 无 差异 。 
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siSelX: LO2 的 Se 区 基因 沉默 细胞 株 ，CK: 对 照 细 胞 株 。 下 图 或 表 同 。 
siSelX: The LO2 cells with SelX knockdown; CK: control cells. The same as below. 
1 siSelX fll CK 生长 速率 的 分 析 比 较 
Fig.1 Comparison of growth rate between siSelX and CK (n=5) 

2.2 SelX 基因 沉默 及 H202 处 理 对 LO2 细胞 株 形态 的 影响 

SelX 基因 沉默 及 H202 处 理 对 LO2 细胞 株 形 态 的 影响 结果 见 图 2。 从 图 中 可 以 看 出 ，SelX 基因 
沉默 后 对 LO2 细胞 株 的 形态 没有 影响 ，CK 和 siSelX 在 形态 上 没有 明显 区 别 ; 经 200 pmol/L H202 
处 理 2.5h 后 ，CK 和 siSelX 均 出 现 了 一 定 程度 形态 变 圆 的 变化 。 


m 


50000000 um 


siSelx siSelx-H,O, 
CK-H;O»: H20; 处 理 对 照 细胞 株 ; siSeIX-HoOo: H202 处 理 LO2 的 SelX 基因 沉默 细胞 株 。 下 图 
或 表 同 。 


siSelX: H202 challenge the LO2 cells with SelX knockdown; CK: H202 challenge control cells. The 


same as below. 
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Fig.2 Effects of SelX knockdown and H202 challenge on the morphology of LO2 cells 
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2.3 ”SelX 基因 沉默 及 H202 处 理 对 细胞 硒 
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量 只 
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默 及 H202 处 理 对 细胞 硒 蛋 白 基 因 表 达 的 影响 结果 见 图 3。 从 图 中 可 看 出 ，SelX 基因 


SelX 基因 沉 


在 siSelX 中 mRNA 的 表达 量 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.05)， 其 


Dio3、 Selm 
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EL 


Txnrd2 和 Seli 基因 的 表达 


Gpx6. 


TH 
pu 


基因 沉默 人 


SelX 


株 中 ， 


(P<0.05), 


FB 


a. 


; HO 处 理 显著 上 调 了 Diol 基因 的 表达 


调 了 Gpx6. 


细胞 25h, 显著 上 


(P<0.05); SelX 基因 沉默 后 H20, 处 理 


a 
[em] 
Mv 
B 
Eg 

Ti] 
& 8 
m X 
di è = 
K ES 
R ah 
i S 
EK 对 
: m 
S je 
四 A 
民 nz 


al Txnrd3. Dio2. Selm, Sepwl 和 Selv 基因 的 表 


显著 下 i 


(P<0.05), 


Ed 
FH 


Txnrd2 和 Diol 基因 的 表达 


E siSelx-H:O: 


OsiSelx CK-H:O: 


ECK 


PSSS] 


ZLAAALAAAALALUAAAAAA 


ETT 9 T6476 70 762974702 
T2295 52000979 


2 RRRRROROR 
1g 11 


e uw SS N > 
e 一 一 S S 
SIPA V NAW ANEH 


Gpx2 Gpx3 Gpx4 Gpx6 Txnrdl = Txnrd2 Txnrd3 Diol Dio2 Dio3 Sepl5 


Gpxl 


Ica CS 


lm SNNT 


PSB ICIS 


0.0 


SPAJA WN YU 2AD [29] 


Selh Seli Selk Selm Seln Selo Seppl Sels Selt Sepwl Selx Selv 


Sephs2 


(P<0.05). 


同 小 写字 母 表 示 差 异 显 


E 标 不 


数据 村 


Data columns with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 


图 3 SelX 基因 沉默 和 H202 处 理 对 LO2 细胞 硒 和 蛋白 基因 表达 的 影响 


Fig.3 Effects of SelX knockdown and H202 challenge on selenoprotein gene expression in LO2 cells 


(n=6) 


H 


默 及 H202 处 理 对 细胞 抗 氧化 酶 活性 影响 


24 SelX 基因 沉 


SelX 基因 沉默 和 H202 处 理 对 LO2 细胞 株 中 GSH-Px, SOD 活性 和 T-AOC 的 影响 结果 见 表 2。 


从 表 中 可 看 出 ，SelX 基因 沉默 显 


对 LO2 2 


显著 提高 了 SOD Bj 


H202 处 理 ，LO2 细胞 株 中 GSH- 


胞 株 中 GSH-Px, SOD 3514 


著 提 高 了 LO2 细胞 株 中 GSH-Px 的 活性 (P<0.05) ， 提 高 了 66.6%; 


Px 的 活性 与 CK fH 


ER T-AOC 均 无 显著 影响 (P>0.05) 


E (P<0.05) ， 提 高 了 51.9%; 对 T-AOC 无 显著 影响 CP>0.05) > H202 处 理 


。SelX 基因 沉默 后 进行 


比 ， 显 著 提 高 了 1.97 倍 (P<0.05); SOD 活性 与 


CK 相 比 无 显著 影响 (P>0.05) ， 但 与 siSelX 相 比 却 显著 降低 了 19.8% (P<0.05) ; T-AOC 的 活性 


与 CK 及 


siSelX 相 比 均 无 显著 影响 CP>0.05) 。 


表 2 SelX 基因 沉默 和 H202 处 型 


iy 


Ext LO2 4 


| 胞 株 GSH-Px, SOD 活性 和 T-AOC 影响 


Table 2 Effects of SelX knockdown and H202 challenge on GSH-Px, SOD activities and T-AOC in LO2 


cells (n=6) 


U/mg prot 


JWE Items 


CK 


siSelX CK-H202 siSelX-H202 


oy 


a 


氧化 物 歧化 酶 SOD 


总 抗 氧化 能 力 工 AOC 


52.95+2.98% 80.42+6.63* 40.67+2.65° 64.4743.72° 


5.51+1.81 


4.88+41.03 2.84+0.14 3.82+0.54 


光 甘 肽 过 氧化 物 酶 GSH-Px 515.23242.62^  858.384124.28" 530.54477.14> 1017.56+104.508 


同行 数据 / 


衣 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05). 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while 


with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). 
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limi 
umi 
X8 

LL 


沉默 对 细 


手段 QH。 本 看 


AJH 


胞 中 其 他 硒 和 蛋白 基因 表 


起 着 重要 作用 。 有 研究 发 现 硒 蛋 


Me 


研究 中 ， 


H202 处 到 


胞 生长 速率 约 10% 左 右 Q0; Sep15 基 


SelX 基因 沉默 后 显著 降 


明显 导致 CK 和 siSelX 


沉默 技术 针对 硒 蛋 白 基因 3-UTR 设计 


达 的 影响 。 已 知 硒 蛋 上 


白 基 因 沉 默 后 影响 


引物 对 其 沉默 表达 ， 成 为 研究 硒 和 蛋白 基因 功能 的 


究 在 前 期 成 功 获得 SelX 基因 稳定 沉默 LO2 细胞 株 基 础 上 ， 进 一 步 探讨 SelX 基因 


| 胞 生长 速度 ，Txnrdl 基因 沉默 后 降低 


F 


低 第 3~7 R LO2 Z 


胞 株 的 生长 速率 ， 但 对 细胞 株 的 形态 没 


BAS RE BR 


重要 手段 ， 由 于 硒 蛋 白 基因 3-UTR 在 不 同 基因 之 间 的 序列 同 源 性 


在 维护 机 体 正 常生 长 、 繁 殖 、 抗 氧化 等 方面 


TMCK-1 


因 沉 默 后 显著 降低 HCT116 和 HT 29 细胞 生长 速率 031。 在 本 


du 
3 影响 , 
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硒 和 蛋白 是 一 类 特殊 蛋白 ， 目 前 在 任何 哺乳 动物 中 已 经 鉴定 出 25 种 硒 蛋 白山 ， 研 究 表 明 ， 硒 和 蛋白 


在 动物 体内 起 着 重要 功能 。 但 硒 和 蛋白 相 互 之 间 是 否 存在 功能 互补 或 相互 调控 尚 不 清楚 ， 在 此 本 研究 


考察 了 SelX 基因 沉默 后 对 其 他 硒 和 蛋白 基因 表达 的 影响 , 结果 表明 , SelX 基因 沉默 上 调 了 Gpx6.Txnrd2 


和 Seli 基因 的 表达 量 ， 下 调 了 Dio2. Dio3. Selm 和 Sepwl 基因 的 表达 量 。 在 上 调 的 硒 蛋 白 基因 中 ， 


Gpx6 基因 在 机 体内 主要 起 抗 氧 化 保护 机 体 的 功能 03;， Txnrd2 基因 主要 存在 于 动物 体 的 肝脏 、 肾 脏 以 


及 心脏 组 织 中 ， 其 主要 功能 是 依赖 还 原型 烟 酰胺 腺 嗓 叭 二 核 苷 酸 斐 酸 (NADPH) 催化 各 种 氧化 还 原 


还 原 酶 的 DNA 合成 、 转 录 因 子 调节 、 细 胞 生长 等 )， 减 少 氧化 的 硫 氧 还 和 蛋 


系统 〈 主 要 是 核糖 核 痛 ? 


s; 


外。 下 调 的 硒 蛋 白 基 因 中 ，Dio2 和 Dio3 基因 都 隶属 于 脱 碘 酶 家 族 ， 主 要 功能 是 参与 动物 体内 甲状 


E WR IEE, MATERA A. BER UHUI SeX 基因 沉默 后 显著 降低 LO 细胞 株 的 生长 速率 ， 
x 但 是 否 是 通过 下 调 Dio2 和 Dio3 基 因而 起 作用 尚 不 清楚 ;Se1M 3E DXLFUE CR A RR S E 
一 可 能 参与 了 内 质 网 内 二 硫 键 的 形成 ，SelW 基因 具有 抗 氧化 剂 或 氧化 还 原 的 功能 。 基 因 在 细胞 中 通常 
N 受到 网 络 状 调控 ， 相 互 之 间 可 能 存在 功能 互 作 效应 ， 一 个 基因 受 抑制 ， 可 能 其 他 基因 会 增加 表达 ， 


以 弥补 功能 不 足 。SelX 基因 沉默 导致 其 他 硒 和 蛋白 基因 在 LO2 细胞 株 中 上 调 或 下 调 表 达 ， 预 示 着 这 些 


limi 
um 


基因 与 SelX 基因 之 间 可 能 存在 功能 互补 或 相互 调控 作用 ,但 其 调控 机 理 有 待 进一步 研究 。 肝 脏 是 


要 代谢 器 官 ，SelX 基因 沉默 是 否 影响 肝 细 胞 抗 氧化 损伤 尚 不 清楚 。ROS 过 量 产 生 是 细胞 氧化 损伤 的 


主要 因素 ， 而 H20; 是 ROS 的 主要 成 分 09， 不 同 的 细胞 类 型 对 H20; 诱 导 的 氧化 应 激 的 敏感 性 不 同 ， 


同时 还 受 HoO» 的 浓度 和 处 理 时 间 的 影响 [时 。 本 试验 考察 了 LO2 细胞 中 SeX 基因 沉默 后 ， 再 进行 


H202 氧化 应 激 处 理 ， 对 其 他 硒 和 蛋白 基因 表达 的 影响 。 结 果 显 示 在 SelX 基因 沉默 条 件 下 进行 H202 应 


激 处 理 ， 导 致 LO2 细胞 株 中 Gpx6、Txnrd2 和 Diol 的 表达 量 上 调 ，Txnrd3、Dio2、Selm、Sepwl 和 


Selv 的 表达 量 下 调 。 其 中 Gpx6. Txnrd2. Diol, Dio2. Selm 和 Sepwl 在 SelX 基因 沉默 或 H20; 处 理 


中 就 有 显著 差异 表达 ， 预 示 着 SelX 基因 沉默 和 H2O2 对 LO2 细胞 株 的 氧化 应 激 损 伤 可 能 具有 一 定 的 


ZIEH; 单独 HO: 应 激 处 理 时 下 调 Gpx2 表达 量 ，SelX 基因 沉默 影响 Seli 和 Dio3 表达 量 ， 但 这 3 


个 基因 在 SelX 基因 沉默 并 伴随 H2O; 应 激 处 理 中 无 显著 差异 表达 〈 相 对 CK)， 这 预示 着 SelX 基因 沉 


BRAN H202 对 LO2 细胞 株 的 氧化 损伤 可 能 存在 一 定 互补 效应 。 


SelX 作为 重要 的 氧化 还 原 酶 ， 在 抵御 机 体 受到 氧化 损伤 中 起 着 如 


Pap 


要 作 
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JU, 我 们 前 期 研究 发 现 ， 


SelX 基因 沉默 后 进行 H202: 处 理 ， 显 著 提 高 了 LO2 细胞 株 的 凋 亡 率 钾 。 本 研究 中 发 现 ，SelX 基因 沉 


默 或 SelX 基因 沉默 并 伴随 H202 处 理 均 显著 提高 了 LO2 细胞 株 中 GSH-Px 和 SOD 的 活性 , 这 可 能 是 


SelX 基因 沉默 后 ， LO2 细胞 株 的 氧化 还 原 功 能 减弱 ， 反馈 性 增加 了 GSH-Px 和 SOD 的 分 泌 来 维护 机 


体 的 代谢 平衡 。H20; 单独 处 理 对 LO2 细胞 株 中 GSH-Px 和 SOD 的 活性 没有 显著 影响 ， 这 与 H202 


处 理 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 N71、HLE 细胞 M8 和 PC12 细胞 (091, 使 细胞 中 GSH-Px 和 SOD 活性 均 显 著 下 降 


结果 不 一 致 ， 这 可 能 是 由 于 本 试验 H20; 使 用 浓度 较 低 以 及 处 理 时 间 较 短 所 致 。 


4 结 论 


(D SelX 基因 沉默 后 显著 降低 了 肝脏 LO2 细胞 株 的 生长 速率 。 


@ SelX 基因 沉默 及 H20» 处 理 影响 了 肝脏 LO2 细胞 株 中 其 他 硒 和 蛋白 


if 
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© SelX 基因 沉默 及 H20; 处 理 影响 了 肝脏 LO2 细胞 株 GSH-Px, SOD 活性 。 
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Effects of Selenoprotein X Knockdown and Hydrogen Peroxide Challenge on Selenoprotein Genes 


Expression and Antioxidant Enzyme Activities in Human Normal Hepatocyte 
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Caimei 


(Animal Nutrition Institute, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China) 


Abstract: The objective of this experiment was to explore the effects of selenoprotein X (SelX) gene 


knockdown and hydrogen peroxide (H202) challenge on selenoprotein genes expression and antioxidant 
enzyme activities in human normal hepatocyte (LO2), for further study its roles and regulatory relationship 
with other selenoprotein. The LO2 cells with Se/X silenced (siSelX) and the control cells (CK) kept in our 
lab were used to compare the cell growth rates by methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) 
methods. The siSelX and CK were further exposed to H202 for 2.5 h, and the mRNA levels of 
selenoprotein genes and activities of GSH-Px, SOD and T-AOC in cells were detected. The results showed 
as follows: 1) SelX knockdown significantly decreased cell growth rates in LO2 cells (P<0.05). 2) SelX 
knockdown significantly up-regulated Gpx6, Txnrd2, Seli genes expression and significantly 
down-regulated Dio2, Dio3, Selm and Sepwl genes expression (P«0.05); H202 challenge significantly 
up-regulated Diol gene expression and down-regulated Gpx2 gene expression (P«0.05); SelX knockdown 
followed H202 challenge significantly up-regulated Gpx6, Txnrd2, Diol genes expression (P«0.05), and 
significantly down-regulated Txnrd3, Dio2, Selm, Sepwl and Selv genes expression (P«0.05). 3) SelX 
knockdown significantly improved the activities of GSH-Px and SOD in LO2 cells (P«0.05). SelX 
knockdown followed H202 challenge further significantly improved GSH-Px activity (P«0.05). In 
conclusion, SelX knockdown decreases the growth rate of LO2 cells and affects the expression of other 
selenoprotein genes with H202 challenge, also affects the activities of GSH-Px and SOD. 
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